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Durante mucho tiempo, los esfingolípidos se han visualizado sobre placas de silica gel usando para ello sondas 
fluorescentes no específicas como la primulina. Estas sondas experimentan un aumento en la emisión 
fluorescente sin que exista una reacción química con el analito [1]. A partir de la comprensión del mecanismo de 
la fluorescencia, hemos aprovechado este incremento para realizar un análisis cuantitativo de los analitos de 
interés. En este trabajo se muestra que la primulina se puede comportar como un fluoróforo FDIC (detección 
fluorescente inducida por cambios de intensidad) y que puede incorporarse en un sistema de acoplamiento 
basado en la técnica de Cromatografía en Capa Fina de alta eficacia (HPTLC).  
 
Para ello, se ha puesto a punto una técnica de acoplamiento online basada en una separación mediante HPTLC 
con desarrollo múltiple automático (AMD) y detección por densitometría de barrido UV y FDIC. La 
identificación de los analitos separados se realiza mediante una técnica de transferencia online HPTLC-MS.  
 
Las propiedades de la primulina como fluoróforo FDIC se muestran a continuación:  
 
- Permite la detección universal de todos los componentes de una mezcla. Los esfingolípidos que no 
absorben en UV también pueden detectarse por FDIC, por ejemplo la esfinganina. 
- Permite la cuantificación de los picos de esfingolípidos separados usando el método de calibración por 
adición estándar. 
- Permite localizar las coordenadas de cada pico y mediante el uso de una interfaz, transferir éstos 
directamente a un espectrómetro de masas para su identificación. 
- Es compatible con técnicas de ionización a presión atmosférica como electrospray (ESI) y de ionización 
química a presión atmosférica (APCI). 
 
El conjunto de esta técnica nos ha servido para separar y determinar esfingolípidos neutros que son reconocidos 
como potenciales biomarcadores de enfermedades de depósito lisosomal (EDL), a partir de extractos orgánicos 
de plasma humano. 
 
Las respuestas de FDIC en primulina, dependen de la estructura de los esfingolípidos, que contienen largas 
cadenas hidrocarbonadas pero también grupos altamente polares [2]. Los aumentos en la emisión se producen 
por interacciones electrostáticas débiles entre primulina y las cadenas hidrocarbonadas en la ceramida de los 
esfingolípidos. Por lo tanto, la respuesta es mayor en función de la longitud de la cadena [3]. Por otro lado, los 
grupos polares establecen interacciones específicas donor-aceptor que producen una  disminución en la emisión 
e incluso quenching fluorescente [4]. 
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